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Verfahren zum Anbinden von Nukleinsauren an eine Festphase 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Verfahren zum Anbinden bzw. Immobilisieren von 
Nukleinsauren an eine Festphase sowie zum Aufreinigen der gebundenen 
Nukleinsauren, wobei die Festphase mit hydrophilen und hydrophoben 
Gruppen belegtist, oder/und eine hydrophile wasserhaltige Poiymermatrix. 

Fur viele Arbeitstechniken ist es erforderlich, dafc die eingesetzten 
Nukleinsauren, insbesondere DNA, frei von stdrenden Begleitsubstanzen 
sind. Mit herkommlichen Verfahren erhaltene Nukleinsauren miissen deshalb 
vor einer Weiterverwendung in den meisten Fallen aufgereinigt werden. 
Beispielsweise miissen vor einer Sequenzierung von PCR 
(Polymerasekettenreaktion) -Produkten unerwunsche Nebenprodukte, 
uberschussiger Primer, nicht eingebaute Nukleotide und Salze des 
Reaktionspuffers abgetrennt werden, da sie die Sequenzierreaktion storen 
konnten. Auch bei einer Vervielfaltigung von DNA mit Hilfe von Zellen muS 
vor der Weiterverarbeitung der gewunschten DNA eine Aufreinigung 
erfolgen, bei der das Zelldebris nach einer Lyse abgetrennt wird. Die 
gewunschte DNA mufc dann vor der Verwendung, z.B. fur einen 
Restriktionsverdau odereine Sequenzierreaktion, von Verunreinigungen, wie 
RNA, Proteinen, Salzen und dgl. befreit werden. Auch fur eine quantitative 
Bestimmung von Nukleinsauren, beispielsweise uber UV- 
Absorptionsmessungen, ist zunachst eine Aufreinigung erforderlich, da fur 
eine fehlerfreie Bestimmung die verwendete Nukleinsaurelosung frei von 
anderen Bestandteilen sein muS, die im gleichen Wellenbereich wie das 
gewunschte Produkt absorbieren, beispielsweise RNA, Primer, Nukleotide 
und dgl. Auch bei einer Konzentrationsbestimmung durch fluorimetrische 
Messungen mussen aufgereinigte Nukleinsauren verwendet werden, damit 
es nicht zu unspezifischer, das Ergebnis verfalschender Fluoreszenz kommt. 
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Bei massenspektrometrischen Untersuchungen von Nukleinsauren, 
insbesondere DNA, beispielsweise mit MALDI-MS (Matrix assisted Laser 
Desorption/lonisation-MassSpectrometry;Matrix-unterstutzteLaserdesorp- 
tion/Ionisations-Massenspektrometrie) ist es notig, daS die Probemolekule 
weitgehend frei von Begleitstoffen, wie etwa Puffersubstanzen, Metall- 
kationen, Primeruberschussen, Peptides Lipiden, Detergentien und dgL, 
sind, welche die Analyse storen konnten. Weiterhin wird eine Nukleinsaure 
zur Durchfuhrung einer MALDI-MS- Analyse vorteilhafterweise in die 
Ammoniumform uberfuhrt. Auf diese Weise lassen sich diskrete Analyt- 
signale und ein gutes Signal/Rausch-Verhaltnis erreichen, und die Dis- 
kriminierung des Probensignals durch Begleitstoffe wird vermieden. 

Bei der Aufarbeitung von wenigen Proben kann die Aufreinigung zwar 
manuell mit aufwendigen Techniken erfolgen. Zur Bewaitigung einer 
grofceren Anzahi von Proben ist es jedoch erforderlich, ein geeignetes, 
technisch einfaches und kostengunstiges Aufreinigungsverfahren bereitzu- 
stellen, das automatisiert werden kann, um den geforderten Durchsatz zu 
bewaltigen. 

Bisher sind verschiedene Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsauren 
bekannt. Bei der Reinigung uber Saulen kommen unterschiedliche Techniken 
zum Einsatz. Beispielsweise wird beim QIAquickPCR Purification Kit von 
Qiagen DNA mit Hilfe eines speziellen Bindungspuffers an eine Silicamem- 
bran adsorbiert. Der Bindungspuffer bewirkt, daS nur DNA bestimmter 
Lange adsorbiert wird und uberschussiger Primer und Nukleotide abgetrennt 
werden konnen. Nach dem Waschen der DNA wird diese dann mit einem 
geeigneten Elutionsmittel von der Saule eluiert. 

Bei der Ausschlufc-Chromatographie wird eine flussige Phase, welche 
geloste DNA enthalt, auf eine Gelmatrix gegeben, wobei die Makromolekule 
in Abhangigkeit ihrer Grofce verschieden tief in das Netzwerk der Matrix 
eindringen. Kleinere Molekule dringen tiefer ein als grofcere Molekule und 
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werden somit langer auf der Saule zuriickgehalten. Molekuie, die grofSer als 
die gro&ten Poren der verwendeten gequollenen Gelmatrix sind, konnen die 
Gelkorner nicht durchdringen und wandern an diesen vorbei, so daB sie die 
Saule zuerst verlassen. Aufgrund der unterschiedlichen GroBe von 
gewunschter DNA auf der einen Seite und Primern und Nukleotiden auf der 
anderen Seite, kann eine Aufreinigung erfolgen. Ein haufig verwendetes 
Material fur die Gelmatrix ist Sephacryl von Pharmacia. 

Bei den Saulentechniken wird das Eluat ublicherweise durch Zentrifugation 
erhalten, weshalb diese Techniken nur mit sehr hohem Aufwand automati- 
siert werden konnen. Damit sind Saulentechniken nicht fur einen hohen 
Probendurchsatz geeignet. Daruber hinaus ist die Aufreinigung uber Saulen 
mit einem komplexen apparativen Aufwand und damit mit hohen Kosten 
verbunden. 

Ein weiteres Verfahren zur Aufreinigung von DNA ist die praparative 
Isolierung mittels Gelelektrophorese. Dabei werden die Molekuie nach ihrer 
Grofce getrennt. Die gewunschte Bande mit den interessierenden Moiekulen 
wird ausgeschnitten, und diese werden dann direkt aus dem Gel eluiert. 
Auch dieses Verfahren ist nur schwer zu automatisieren, wobei der 
limitierende Schritt das Ausschneiden der gewunschten Bande ist. Diese 
Methode konnte deshalb bisher nur fur den manuellen Einsatz verwendet 
werden. 

Ein weiteres Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsauren ist die Magnet- 
separation mittels spezifischer Bindung der Nukleinsauren an eine f unktiona- 
lisierte Oberflache. Bei einer spezifischen Bindung werden gezielt nur 
bestimmte DNA-Fragmente uber hochaffine Wechselwirkungen oder 
kovalente Bindung an Partikel gebunden. Beispielsweise werden an mit 
immobilisiertem Streptavidin ausgestattete Magnetpartikel uber hochaffine 
Wechselwirkungen biotinylierte Produkte gebunden. Neben der Verwendung 
von Oberflachen, die einen Partner eines spezifischen Bindepaares tragen, 
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konnen auch Partikel verwendet werden, die an ihrer Oberflache einen 
Primer tragen. Unter geeigneten Hybridisierungsbedingungen werden dann 
nur Fragmente mit zu diesem Primer komplementarer Sequenz gebunden. 
Diese Verfahren erfordern jedoch eine aufwendige Vorbereitung sowohl der 
Festphasen als auch der aufzureinigenden Molekule, beispielsweise durch 
Derivatisierung und sind auf so vorbereitete Molekule limitiert. 

WO 94/11103 beschreibt solch ein Verfahren unter Verwendung von 
magnetisierbaren Polymerpartikeln, die auf ihrer Oberflache spezifische 
Affinitatsliganden tragen. 

EP 0 885 958 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung von DNA unter 
Verwendung von mindestens zwei verschiedenen Magnetpartikeln, die 
Partner eines spezifischen Bindepaares, beispielsweise Sonden, Biotin oder 
Streptavidin tragen. 

US-Patent 5,405,951 beschreibt ein Verfahren, bei dem DNA unter 
Verwendung von chaotropen Salzen an Silicaoberflachen gebunden wird. 
Chaotrope Salze sind jedoch gesundheitsgefahrdend. Zudem ist bei dem im 
US-Patent 5,405,951 beschriebenen Verfahren ein Arbeiten bei erhohter 
Temperatur erforderlich. 

US-Patent 5,705,628 beschreibt ein Verfahren, bei dem DNA unter 
Verwendung eines Bindepuffers an magnetische Mikropartikel gebunden 
wird, die eine mit Carboxylgruppen ausgestattete Oberflache aufweisen. 
Allerdings werden dort aufgrund der geringen Ausbeute relativ viele Partikel 
pro Probe benotigt und die Carboxylgruppen-Modifikation erlaubt nur die 
Verwendung von wenigen, speziellen Partikelsorten. 

Aufgabe der Erfindung war es somit, ein Verfahren zur Immobiiisierung/An- 
bindung bzw. Aufreinigung von Nukleinsauren bereitzustellen, welches die 
Nachteile der im Stand der Technik bekannten Verfahren zumindest 
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teilweise vermeidet und welches insbesondere eine einf ache und kosteneffi- 
ziente Aufreinigung einer grofcen Anzahl von Proben ermoglicht. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaS gelost durch ein Verfahren zum 
Anbinden von Nukleinsauren an eine Festphase, welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, date eine Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Fest- 
phase, die hydrophobe und hydrophile Gruppen auf der Oberflache aufweist, 
in Gegenwart eines Salzes und Polyethylenglykols in Kontakt gebracht wird, 
wobei die Nukleinsauren an die Oberflache gebunden werden. Unter diesen 
Bedingungen binden die Nukleinsauremolekule an besagte Oberflache und 
stehen somit f ur f estphasengestutzte Waschvorgange bereit, wahrend derer 
storende Substanzen effektiv abgetrennt werden konnen und bei Bedarf die 
Probenmolekule in die fur die Massenspektrometrie gunstige Ammonium- 
form uberfuhrt werden konnen. 

Mit dem erfindungsgemafcen Verfahren konnen Nukleinsauren aus Losungen 
isoliert werden, wobei unter dem Begriff Nukleinsaure auch deren Salze zu 
verstehen sind. Die Bindung der Nukleinsauren an die Oberflache der 
Festphase erfolgt bevorzugt reversibel und unspezifisch und ist somit nicht 
durch spezielle hochaffine Bindepaare, wie etwa Streptavidin/Avidin, oder 
auf Nukleinsauren mit bestimmten Sequenzabschnitten begrenzt f die z.B. 
durch Hybridisierung an die Oberfiachen gebunden werden. Die Bindung von 
Nukleinsauren erfolgt erfindungsgemafc vielmehr sequenzunabhangig, so da& 
eine universelle Bindematrix fur Nukleinsauren erhalten wird. Das Verfahren 
ist technisch einfach durchzufuhren und kann ohne groBen Aufwand 
automatisiert werden, so dali ein hoher Probendurchsatz bei geringen 
Kosten moglich ist. Das Immobilisieren und auch das Eluieren der Nuklein- 
sauren von der Oberflache kann bei Raumtemperatur durchgefuhrt werden. 
Weiterhin wurde uberraschenderweise festgestellt, daQ> Nukleinsauren mit 
hoher Ausbeute an besagte Oberfiachen gebunden werden konnen. Dies hat 
zur Folge, date bei dem erfindungsgemafcen Verfahren weniger Partikel pro 
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Probe eingesetzt werden miissen als bei bekannten Verf ahren, wodurch eine 
weitere Vereinfachung und Kostenverringerung erzielt werden kann. 

Bevorzugt weist der mit der Losung in Kontakt gebrachte Teil der ver- 
wendeten Festphase einen Anteil von > 1 %, insbesondere > 5 % 
bevorzugt > 10 % und von < 90 %, insbesondere < 50 % und bevorzugt 
< 30 % an hydrophoben chemischen Oberfiachengruppen auf. Dabei istzu 
beachten, daS ab einem gewissen Anteil an hydrophoben Oberfiachengrup- 
pen, der fur die jeweilige Festphase ohne weiteres vom Fachmann bestimmt 
werden kann, ein Verklumpen von Festphasenpartikeln in waGriger Losung 
auftritt, mit der Folge, daS die Festhase nicht mehr resuspendierbar ist. 

Erfindungsgemafc bevorzugt werden kleine, insbesondere magnetische 
Partikel eingesetzt, die auf ihrer Oberflache funktionelle, hydrophobe 
Gruppen, wie etwa Alkyl- oder Arylgruppen tragen, verwendet, woran 
Nukleinsauren unspezifisch und reversibe! gebunden werden konnen. 
Gunstigerweise werden aus der Umkehrphasenchromatographie bekannte 
funktionelle Gruppen verwendet, da deren Immobilisierung und Handhabung 
gut verstanden und etabliert ist. 

Es ist auch moglich, eine Festphase mit mehreren, voneinander z.B. durch 
inerte Bereiche abgegrenzten aktiven Oberflachenbereichen zu verwenden, 
um mehrere raumlich voneinander abgegrenzte Reagenzfelder bereitzustel- 
len. 

Besagte Oberflache auf der Festphase kann, sofern nicht vorhanden, durch 
Derivatisierung oder durch Beschichtung bereitgestellt werden. Diese 
Verfahrensweise hat den Vorteil, dafc das Material fur die Festphase frei 
wahlbar ist. Die hydrophoben chemischen Gruppen sind vorzugsweise 
organische Kohlenwasserstoff-enthaltende Gruppen und konnen cyclische, 
lineare oder/und verzweigte Strukturen aufweisen. Bevorzugt tragt die 
Oberflache C 1 -C 30 -Alkylgruppen, oder C 5 -C 3cr Arylgruppen, insbesondere C 6 - 
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C 24 -Alky1gruppen a!s funktionelle, hydrophobe Gruppen. Besonders 
bevorzugt werden die Alkylgruppen ausgewahlt aus C 8 -Alkyl, C 18 -Alkyl und 
Mischungen davon, wobei Octadecyl-Liganden am meisten bevorzugt sind. 

Neben hydrophoben Gruppen weist die Oberflache weiterhin hydrophile 
chemische Gruppen, z.B. Hydroxyl- oder/und Oxidgruppen, auf, die ggf. bei 
einer der unten genannten Vor- bzw. Zwischenbeschichtungen bereits 
vorhanden sein konnen. Wie oben ausgefuhrt neigen insbesondere kleine 
Partikel mit ausschliefclich hydrophober Oberflache zum Verklumpen in 
wafSrigen Losungen. Dieses Problem kann vermieden werden, indem den 
funktioneilen hydrophoben Gruppen hydrophile Gruppen, insbesondere 
Hydroxyireste zur Seite _gestellt werden. Die Hydroxylgruppen konnen 
anorganische Hydroxylgruppen, z.B. Kieselsauregruppen, oder/und 
organische Hydroxylgruppen, z.B. Mono- oder Polysaccharide wie Agarose, 
umfassen. Weitere geeignete hydrophile Gruppen umfassen Carbonyl-, Car- 
boxyl-, Ester-, Amino-, Thiol-, Sulfat-, Sulfonyl- und ahnliche Gruppen und 
Kombinationen solcher Gruppen. Auch Polyolderivate, wie etwa Polyalkylen- 
glykolderivate konnen als hydrophile Gruppen eingesetzt werden. 

Die Anordnung und das Verhaltnis von hydrophoben und hydrophilen 
Gruppen in dem zur Anbindung der Nukleinsauren vorgesehenen Bereich der 
Oberflache wird so eingestellt, daK die jeweiiigen Partikel in waRriger 
Losung gerade nicht mehr verklumpen, die Bindung der Nukleinsaure aber 
noch wirksam stattfindet. Die funktioneilen Gruppen sowie deren Anord- 
nung konnen vom Fachmann den jeweiiigen Parametern, wie etwa der 
PartikelgroBe, der Partikeldichte, dem Analyten etc. angepatet ausgewahlt 
werden. Es ist beispielsweise moglich, die hydrophilen Gruppen in von den 
hydrophoben Gruppen abgegrenzten, separaten Mikrobereichen aufzubrin- 
gen. Bevorzugt ist jedoch eine "Mischoberflache", in der die hydrophoben 
und hydrophilen Gruppen nebeneinander vorliegen. Die hydrophilen Gruppen 
konnen auch durch geeignete substituierte organische Molekule, z.B. 
Hydroxy-substituierte Alkyle eingebracht werden. Ein Beispiel fur eine 


WO 01/19980 


PCT/EPOO/08807 


- 8 - 

bevorzugte Mischoberflache ist eine Alkyl/OH-Oberflache, insbesondere eine 
C 18 -Alkyl/OH-Oberflache. 

Besagte Oberflachen konnen direkt oder mittels einer Vor- oder Zwischenbe- 
schichtung auf die Festphase aufgebracht sein. Geeignete Vorbeschichtun- 
gen sind beispielsweise eine Polykieselsaurematrix oder/und eine Monosac- 
charidmatrix. Andere geeignete Vorbeschichtungen sind Partner eines 
spezifischen Bindepaares, beispielsweise Streptavidin/Avidin, auf die dann 
die eigentliche aktive Schicht aufgebracht wird. Die Bindung der hydropho- 
ben oder/und hydrophilen Gruppen an die Festphase bzw. die Bindung der 
hydrophoben oder/und hydrophilen Beschichtung an die Vorbeschichtung 
und die Bindung der Vorbeschichtung an die Festphase kann z.B. kovalent, 
z.B. durch Veresterung, adsorptiv oder uber hochaffine Wechselwirkungen 
erfolgen. Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine 
Vorbeschichtung bestehend aus Polykieselsaure und Monosaccharid auf 
eine Festphase, beispielsweise y-Eisenoxidpartikel mit einem Durchmesser 
im Nanometer- oder Mikrometerbereich aufgebracht. Diese Vorbeschichtung 
wird dann mit hydrophoben Gruppen, insbesondere Alkylgruppen und ggf. 
auch mit hydrophilen Gruppen, ausgestattet. Besonders gute Ergebnisse 
wurden mit Partikeln erhalten, die 10 bis 15% Alkylgruppen, insbesondere 
Octadecylgruppen pro Kieselsaure-Matrix (mol/mol) und 0,2 %o Octadecyl- 
gruppen pro Monosaccharid-Einheit (mol/mol) aufweisen. 

Als Festphase kann jede dem Fachmann bekannte Festphase verwendet 
werden, wie etwa Mikrotiterplatten, Gefa&e, wie etwa Eppendorf-GefaBe, 
Greiner tubes, Nunc Rohrchen etc. Bevorzugt werden als Festphase 
Feststoffpartikel mit einem Durchmesser > 1 nm bis < 1 mm eingesetzt, 
wodurch eine gunstige spezifische Oberflache pro Gramm Partikel zugang- 
lich ist. Das erfindungsgemafce Verfahren erlaubt den Einsatz verschieden- 
ster Festphasenmaterialien. Bevorzugt wird als Festphasenmaterial Silica, 
ein Kunststoff wie etwa Polystyrol, oder ein magnetisches oder magnetisier- 
bares Material verwendet und insbesondere p-Eisenoxid. 
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Wenn eine magnetische Festphase verwendet wird, konnen weitere Vorteiie 
erhalten werden. Eine Magnetseparation ist relativ einfach durchzufuhren 
und kann leicht automatisiert werden. Wenn paramagnetische oder para- 
und ferromagnetische Partikel als Festphase verwendet werden, kann 
zudem ein Zusammenklumpen der Feststoffpartikel weiter vermindert 
werden. Oblicherweise werden fur die magnetische Partikeltechnologie (z.B. 
der Firma Dynal, Oslo, Norwegen) kleine magnetische Partikel mit einem 
Durchmesser im nm- oder //m-Bereich verwendet, bei welchen das Problem 
des Verklumpens besonders stark ist. Die erfindungsgemafee Aufreinigung 
kann aber ohne Verklumpen durchgefuhrt werden, da den hydrophoben 
Gruppen in ausreichender Zahl hydrophile Gruppen, insbesondere Hydroxyl- 
gruppen zur Seite gestellt werden. 

Die Anbindung von Nukleinsauren bzw. deren Salzen an besagte Oberflache 
wird erfindungsgemaB durch einen Bindepuffer vermittelt. Dieser Bindepuf- 
fer enthalt ein Salz sowie Polyethylenglykol. Als Salz wird bevorzugt ein 
Alkali-, Erdalkali- oder/und Ammoniumsalz verwendet, welches als Kation, 
insbesondere ein Li-, Na-, K-, Rb-, Cs-, Fr-, Be-, Mg-, Ca-, Sr-, Ba-, Ra- 
oder/und NH 4 -lon enthalt. Als Anion enthalt das erfindungsgemaB ver- 
wendete Salz bevorzugt ein Halogenidanion, insbesondere ein Chloridanion. 
Das verwendete Polyethylenglykol (PEG) weist bevorzugt eine mittlere 
Molmasse von 1000 bis 20000 g/Mol, insbesondere von 6000 bis 
15000 g/Mol auf. 

Da die Viskositat mit steigendem PEG-Gehalt zunimmt, wird dem Bindepuf- 
fer bevorzugt ein Alkohol, insbesondere Methanol, Ethanol, Propanol 
und/oder Butanol, besonders bevorzugt Ethanol oder/und 2-PropanpI 
zugegeben. Der Alkoholgehalt im Bindungspuffer kann bis zu 50 Gew.-% 
betragen, bevorzugt 30 bis 40 Gew.-%. 

Im allgemeinen wird fur das erfindungsgemafSe Verfahren das Salz 
bevorzugt in einer Konzentration von < 5 mmol/I, insbesondere von 5 
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mmol/l bis 4 mol/l, insbesondere bis zu 3 mol/l und das Polyethylenglykol 
bevorzugt in einer Konzentration von 5 bis 40 %, eingesetzt. Die angegebe- 
nen Konzentrationen an Salz und PEG sind finale Konzentrationen und 
beziehen sich auf die Bindungsbedingungen, d.h. auf das endgultige 
Gemisch, das Probe und Bindungspuffer und ggf . weitere Verdunnungsmit- 
tel, wie etwa Wasser, umfafct. 

Mit dem erfindungsgemaSen Verfahren ist es moglich, DNA uber einen 
groSen Molmassenbereich zu immobiiisieren und aufzureinigen. Es ist 
sowohl moglich, nur wenige Basen groSe Einzelstrang-DNA aufzureinigen 
als auch mehrere 100 kb gro&e Doppeistrang-DNA, insbesondere BACs, 
PACs und dgl. 

Nukleinsauren, die mit dem erfindungsgemaRen Verfahren aufgereinigt 
werden konnen, umfassen z.B. Einzelstrang-DNA, Doppelstrang-DNA, RNA, 
LNA sowie Nukleinsaure-Protein-, Nukleinsaure-PNA- und Nukleinsaure- 
Zucker-Adukte oder Komplexe. Bevorzugt werden Nukleinsauren immobili- 
siert, bei denen es sich um Amplifikationsprodukte, beispielsweise aus einer 
PCR-Reaktion, handelt oder die durch Amplifikation mit Hilfe von Zellen, z.B. 
mittels einer Ubernacht-Kultur, erhalten wurden oder um Sequenzierreak- 
tionsprodukte^rimer-Extensionsreaktionsprodukte^igasekettenreaktions- 
produkte, Restriktionsendonukleaseverdauprodukte, etc. Es konnen aber 
auch synthetisch hergestellte Nukleinsauren gebunden werden. 

Anhand der Konzentration der Bestandteile, insbesondere von Salz und PEG, 
la&t sich die selektive Anbindung der Einzel- und Doppelstrang-Nukleinsau- 
ren an besagte Oberflache einstellen. Dabei kann eine Selektivitat > 70 %, 
insbesondere > 80 % und besonders bevorzugt > 90 % erzielt werden. Bei 
einer Konzentration an einwertigen Kationen von 0,5 bis 4 mol/l, zweiwerti- 
gen Kationen < 5 mmol/l und PEG < 15 Gew.-% binden selektiv ds- 
Nukleinsauren > 80 bp auch in Gegenwart von ss-Nukleinsauren. Die 
Anbindung von ss-Nukleinsauren gelingt durch Einstellen der Konzentration 
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zweiwertiger Kationen > 5 mmol/l und < 100 mmol/I und PEG von 10 bis 
30 Gew.-%. Die Kombination beider Methoden ermdglicht die selektive 
Aufreinigung von ss- und ds-Nukleinsauren. Doppelstrang-Nukieinsauren 
lassen sichdurch Einstellen der Salz- und PEG-Konzentrationen innerhalb der 
zuvor genannten Bereiche auch nach Grotee fraktionieren. Fur kleine 
Nukleinsauren, insbesondere DNA f hat sich die Verwendung einer finalen 
Kombination an PEG von 1 5 - 40 % (Gew./Gew.) und einem Salzgehalt von 
10 bis 1000 mmol/l als vorteilhaft erwiesen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Isolierung oder/und Aufreinigung von Nukleinsauren umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure enthaltenden Losung, 

(b) Inkontaktbringen der Nukleinsaure enthaltenden Losung mit einer 
Festphase, die hydrophobe und hydrophile Gruppen auf der Oberfla- 
che aufweist, in Gegenwart eines Salzes und Polyethylenglykol, 
wobei die Nukleinsaure an die Oberflache gebunden wird, 

(c) Abtrennen der Festphase von der Losung und 

(d) gegebenenfalls Ablosen der Nukleinsaure von der Festphase. 

Bei der bevorzugten Verwendung einer magnetischen Festphase ist das 
Abtrennen der Festphase von der Losung durch magnetische Mittel moglich 
und kann somit leicht automatisiert werden. 

Die Festphase wird bevorzugt einmal vor ihrem Einsatz gewaschen. 
Abhangig von Anwendung und Oberflache kann z.B. zum Waschen der mit 
Wasser (bevorzugt 1:1) verdunnte Bindungspuffer (BP) verwendet werden. 
Es kann auch eine Losung von 0,5 mol/l EDTA pH 8 - 9 eingesetzt werden. 
Wenn eine anschlieBende Analyse der Probe beabsichtigt ist, kann es 
sinnvoll sein, die Festphase mit mehreren Puffern zu waschen, u.a. auch mit 
einem Ammoniumacetat-Puffer. 
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Eine weitere Verbesserung der Aufreinigung kann dadurch erhalten werden, 
daS die abgetrennte Festphase, an deren Oberfiache die Nukleinsaure 
gebunden ist, mit einer Pufferlosung gewaschen wird, welche an die 
Festphase gebundene Verunreinigungen, nicht aber an die Festphase 
gebundene Nukleinsaure lost. Die Zusammensetzung der Waschlosung wird 
in Abhangigkeit der Anwendung und der Oberfiache ausgewahlt. Als 
Waschlosung geeignet ist z.B. 50 - 70 % (vol/vol) Ethanol oder 2-Propanol, 
ggf. mit Zusatzen von EDTA, CDTA und TRIS in millimolaren Konzentratio- 
nen. Falls die Probe anschliefcend mit Massenspektrometrie analysiert 
werden soil, ist die Verwendung einer Ammoniumacetat enthaltenden 
Waschlosung in wenigstens einem Waschschritt bevorzugt, z.B. 0,05 bis 
5 mol/l Ammoniumacetat in 60 bis 80 % Ethanol. Oftmais ist es auch 
vorteilhaft, zur Aufreinigung mehrere Waschschritte mit unterschiedlichen 
Waschpuffern durchzufuhren. 

Die auf besagter Oberfiache gebundenen Nukleinsauremolekule bzw. deren 
Salze werden bevorzugt mittels einer Elutionslosung abgetrennt, wobei als 
Elutionslosung jede Fliissigkeit verwendet werden kann, diedie Nukleinsaure 
wieder von der Festphase ablost. Die Wahl der Elutionslosung hangt von der 
Art der verwendeten Oberfiache und des Analyten sowie von der nachfoi- 
genden Verwendung des Analyten ab. Bevorzugt werden als Elutionslosung 
bidestilliertes Wasser, pH 7 bis 8, eine wafcrige TRIS Losung mit einer TRIS- 
Konzentration von 1 bis 100 mmol/I, bevorzugt mit einem pH-Wert von 7 
bis 9, eine Formamidldsung, ein Loading Buffer fur die Elektrophorese, eine 
Matrixlosung, z.B. 3-Hydroxypicolinsaure in Wasser (1 - 200 mmol/I) fur 
MALDI-MS etc. verwendet. 

Eine magnetische Festphase kann nach Ablosung der Nukleinsaure 
wiederum mit magnetischen Mitteln abgetrennt werden, wodurch eine 
vollstandige Automatisierung des erfindungsgemaSen Verfahrens erreicht 
werden kann. 
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Die mit den erfindungsgemafcen Verfahren isoiierten oder/und aufgereinigten 
Nukleinsauren konnen unmittelbar fur eine weitere Analyse, z.B. eine 
Massenspektrometrie (MS)-Analyse verwendet werden. Die bisherige 
aufwendige manuelie Reinigung uber Saulen ist nicht erforderlich. Vielmehr 
ist es moglich, eine hohe Anzahl von Proben kostengunstig und schnell fur 
eine MS-Analyse, insbesondere eine MALDI-MS- Analyse oder eine ESI 
(Elektrospray-lonisation)-MS- Analyse automatisch aufzureinigen. Dabei 
konnen insbesondere Begleitstoffe, wie etwa Puffersubstanzen, Metall- 
kationen, Primeruberschiisse, Peptide, Lipide, Detergentien und dgl. entf ernt 
werden. Vorteilhafterweise wird die Nukleinsaure zur Durchfuhrung einer 
MALDI-MS-Analyse in die Ammoniumform ubefuhrt, z.B. durch einen 
lonenaustausch Na + gegen NH 4 + , der durchgefiihrt werden kann, wahrend 
die Nukleinsauren an die Oberflache gebunden sind. Die Art der erfindungs- 
gemafcen Anbindung ermoglicht also eine Reinigungsprozedur, d.h. die 
Nukleinsaure liegt in zuganglicher Form und nicht als Prazipitat vor. Fur eine 
Analyse mit MALDI-MS sind insbesondere kleine DNA-Molekule von 
Interesse. ErfindungsgemaS ist die Auf reinigung von kleinen DNA Molekulen 
oberhalb einer Mindestgro&e von ca. 5 Nukleotiden, insbesondere > 10 
Nukleotiden moglich. Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren werden die bei 
der MALDI-MS-Analyse storenden Komponenten, wie etwa Puffersubstan- 
zen und Metallkationen sowie evtl. vorhandene Primeruberschusse effektiv 
abgetrennt. Die DNA-Moiekule werden zudem in die fur eine MALDl-MS- 
Analyse kompatible Ammoniumform uberfuhrt und konnen wahlweise in 
reinem Wasser oder in einer wassrigen Matrixlosung eluiert werden und 
somit direkt auf das MALDI-Target transferiert werden. Eine Modifikation 
der Zusammensetzung der Bindungs- und Waschpuffer und der sequentielle 
Einsatz von Partikeln erlaubt es auch, grdfcere DNA-Molekule von der 
Aufreinigung auszuschliefien, wodurch selektiv ein vorbestimmter Molmas- 
senbereich ausgewahlt werden kann, z.B. > 60 bp und < 100 bp. 
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Durch Variation der Salz- und PEG-Konzentration ist es auch moglich, kleine 
Oligonukleotide, wie etwa Primer (ssDNA), Primer-Extensionsprodukte, 
effizient f Or eine Analyse mit MALDI-MS aufzureinigen. 

Ein weiterer Vorteil ist der breite Volumenbereich, in dem mit dem 
erfindungsgemaKen Verfahren gearbeitet werden kann. Es sind Volumina 
von ml- bis zum oberen nl-Bereich moglich, insbesondere von < 10 ml, 
bevorzugt < 1 ml und besonders bevorzugt < 1 00 /j\ und > 100 nl, 
bevorzugt > 1 Der Volumenbereich kann fur die jeweilige Applikation 
eingestellt werden, wobei bei kleinem Volumen eine konzentrierte Probe 
erhalten wird. 

Weiterhin ist es moglich, erfindungsgemaS angebundene Nukleinsauren 
nach bekannten Verfahren zu sequenzieren. Die Sequenzierungsbedingun- 
gen von bekannten Verfahren stellen oftmals Elutionsbedingungen dar, d.h. 
wahrend der eigentlichen Sequenzierung ist die Nukleinsaure dann nicht an 
die Festphase gebunden. In einem solchen Fall ist es vorteilhaft, fur die 
Aufreinig ung der Sequenzierprodukte nach Abschlufc der Sequenzierreaktion 
wieder Anbindungsbedingungen, insbesondere durch Zugabe geeigneter 
Puffer einzustellen. Fur die Sequenzierungsreaktion und anschlie&ende 
Aufreinigung braucht die Festphase, insbesondere Beads, nicht abgetrennt 
werden. Es hat sich herausgestellt, daS die Festphasen, insbesondere 
Partikel, oftmalsdas zur Sequenzierung oft verwendete Thermocycling nicht 
unbeschadet uberstehen. In einem solchen Fall werden nach der Sequenzier- 
reaktion neue, unverbrauchte Beads zugegeben. 

Die Erfindung umfaSt weiterhin ein Verfahren zur Synthetisierung von 
Nukleinsauren, wobei erfindungsgemafc gebundene Nukleinsauren nach 
bekannten Verfahren um mindestens 1 Nukleotid verlangert werden. Ein 
Beispiel fur eine solche Reaktion ist die sog. Primer Extension Reaction, also 
die Verlangerung eines Primers (ssDNA) um mindestens 1 Nukleotid. Die 
Verlangerung kann durchgefuhrt werden, wahrend die Nukleinsaure an die 


WO 01/19980 


PCT/EP00/08807 


- 15 - 

Festphase gebunden ist. Da aber auch bei der Verlangerung von Nu- 
kleinsauren oftmals Bedingungen eingestellt werden, die Elutionsbedingun- 
gen entsprechen, kann auch hier das Verlangern stattfinden, wahrend die 
Nukleinsaure nicht an die Festphase gebunden ist und die Anbindung der 
verlangerten Nukleinsaure dann anschliefcend dadurch wieder erreicht 
werden, date nach der Veriangerungsreaktion Bindungsbedingungen, 
beispielsweise durch Pufferzugabe eingestellt werden. Die Festphase 
braucht wahrend der gesamten Reaktion nicht abgetrennt zu werden. 

Die gemaBdem erfindungsgemaSen Verfahren immobilisierten Nukieinsau- 
ren konnen auch verwendet werden, um selektiv weitere, nachzuweisende 
Molekule, beispielsweise Nukleinsauren oder DNA-bindende Proteine zu 
binden und konnen deshalb in entsprechenden Assays eingesetzt werden. 
Somit umfaRt die Erfindung auch ein Verfahren zum Nachweis eines 
Analyten in einer Probe, wobei man eine Nukleinsauren enthaltende Losung 
mit einer Festphase, die hydrophobe und hydrophile chemische Gruppen 
aufweist, in Gegenwart eines Salzes und Polyethylengiykols in Kontakt 
bringt, wobei die Nukleinsauren an die Oberflache gebunden werden, 
anschliessend die gebundene Nukleinsaure aufweisende Festphase mit der 
Probe in Kontakt bringt und den Analyten uber die Bindung an die gebunde- 
nen Nukleinsauremolekule nachweist. 

SchlieSlich umfaStdie Erfindung auch einen Reagenzienkit zur Durchfuhrung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens, der einen Salz und Polyethylenglykol 
enthaltenden Bindepuffer und eine Festphase, deren Oberflache hydrophobe 
und hydrophile Gruppen aufweist. Bevorzugt enthalt ein solcher Reagenzien- 
kit zusatzlich Wasch- und Elutionspuffer. 

Weiterhin stellt die Erfindung ein Verfahren zurn Anbinden von Nukleinsau- 
ren an eine Festphase bereit, welches dadurch gekennzeichnet ist, date eine 
Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Festphase, welche eine 
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hydrophile wasserhaltige Polymermatrix umfafct, in Gegenwart von 
wasserentziehenden Reagenzien in Kontakt gebracht wird, wobei die 
Nukleinsauren reversibel und sequenzunspezifisch an die Festphase 
gebunden werden. 

Es wurde uberraschenderweise festgestellt, da& durch die Verwendung von 
hydrophilen wasserhaltigen Polymermatrices eine grofce Bindekapazitat im 
Hinblick auf Nukleinsauren erhalten werden kann und auch die Isolierung 
von sehr kleinen DNA-Fragmenten, beispielsweise mit einer Lange von 10 
bis 100 Bp, insbesondere von 30 bis 70 Bp durchgefuhrt werden kann. 
Zudem ist in Abhangigkeit der Auswahl der hydrophilen wasserhaltigen 
Polymermatrix eine grofcenselektive Bindung von Nukleinsauren moglich. 

Bevorzugt wird beim erfindungsgemaften Verfahren zuerst die hydrophile 
wasserhaltige Polymermatrix mit einer Nukleinsauren enthaltenden Losung 
in Kontakt gebracht und in einem zweiten Schritt dann ein wasserentziehen- 
des Mittel zugegeben. Geeignete wasserentziehende Mittel sind Salze, 
insbesondere chaotrope Salzpuffer mit hoher Konzentration, sowie 
Polyethylenglykol. Bevorzugte Salze und Polyethylenglykole sowie deren 
Konzentration sind wie oben beschrieben. 

Durch die Verwendung einer hydrophilen wasserhaltigen Polymermatrix als 
Festphasenmaterial anstelle von Silika oder Borsilikatglas, wie es iiblicher- 
weise verwendet wird, kann eine Bindung von Nukleinsauren, welche 
reversibel und sequenzunspezifisch ist, erhalten werden. Die Polymermatrix 
enthalt bevorzugt von 1 bis 90, mehr bevorzugt von 10 bis 50 Gew.-% 
Wasser. 

Die hydrophile wasserhaltige Polymermatrix enthalt bevorzugt ein hydrophi- 
les wasserlosliches Polymer, insbesondere ein hydrophiles wasserlosliches 
organisches Polymer. Besonders geeignet sind Polysaccharide, insbesondere 
Polysaccharide mit endstandigen Hydroxylgruppen, wie etwa Dextran oder 
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Starke. Besonders bevorzugt ist Dextran. Die hydrophile wasserhaltige 
Polymermatrix wird besonders vorteilhaft als Hullpoiymer um einen 
magnetischen Kern bereitgestelit, beispielsweise in Form von Dextran- 
Magnetitparikeln. 

Die hydrophile wasserhaltige Polymermatrix kann auf ihrer Oberflache 
hydrophile oder/und hydrophobe Gruppen enthalten. Bevorzugt ist eine 
Ausfuhrungsform, in der eine Festphase verwendet wird, die sowohl 
hydrophobe als auch hydrophile Gruppen, wie oben beschrieben, auf der 
Oberflache aufweist und gleichzeitig eine hydrophile wasserhaltige 
Polymermatrix umfa&t. 

Eine Festphase mit einer hydrophilen wasserhaltigen Polymermatrix kann in 
gleicher Weise wie oben beschrieben in einem Verfahren zur Isolierung 
oder/und Aufreinigung von Nukleinsauren oder in einem Verfahren zum 
Nachweis eines Analyten in einer Probe eingesetzt werden. Daruber hinaus 
kann sie zur Bestimmung der Nukleinsequenz einer Nukleinsaure oder zur 
Synthetisierung von Nukleinsauren herangezogen werden. 

Das erfindungsgemafce Verfahren wird durch die beigefugten Figuren und 
folgenden Beispiele weiter erlautert. 

Figur 1 (bestehend aus Fig. 1a und 1b) zeigt ein Agarosegel von 

erfindungsgemafc aufgereinigten PCR-Produkten sowie von 
PCR-Produkten, die unter Verwendung von COOH-beschichte- 
ten Partikeln aufgereinigt wurden: 

Figur 1 a zeigt einen Ausbeutevergleich unter Verwendung eines NH 4 CI- 
Bindepuffers (links) sowie eines NaCI-Bindepuffers (rechts) fur 
erfindungsgemaliaufgereinigtePCR-Produkte(C18/OH-Beads) 
sowie fur PCR-Produkte, die unter Verwendung von COOH- 
beschichteten Partilen aufgereinigt wurden (COOH-Beads). 

Figur 1 b zeigt einen weiteren Ausbeutevergleich mit NH 4 CI-Bindepuffer. 
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(bestehend aus Fig. 2a, 2b und 2c) zeigt die Isolierung und 
Aufreinigung von ssDNA und dsDNA mit dem erfindungsge- 
mafcen Verfahren fur eine MALDI-MS-Analytik: 
zeigt das MALDI-Flugzeitmassenspektrum von erfindungs- 
gemafc aufgereinigten PCR-Produkten mit 47 bzw. 48 Basen- 
paaren. 

zeigt das MALDI-Flugzeitmassensepktrum eines erfindungs- 
gemaO, aufgereinigten PCR-Produktes mit 80 bp. 
zeigt das MALDI-Flugzeitmassenspektrum eines erfindungs- 
gemafc aufgereinigten 24 Nukleotide langen DNA Einzel- 
strangs. 

Bei MALDI werden bevorzugt einfach geladene MolekCilionen der Spezies 
(M + H) + , und daneben mit verringerter Haufigkeit auch doppelt geladene 
MolekCilionen der Spezies (M + 2H) 2 * gebildet. PCR-Produkte werden bei der 
MALDI-Massenspektrometrie, sofern nicht besondere Mafcnahmen ergriffen 
werden, aufgetrennt und in Form der Einzelstrange detektiert. Die Signale 
zueinander komplementarer Einzelstrange werden oft aufgrund geringer 
Massenunterschiede nur partiell aufgelost. Die GrolSe der PCR-Produkte lafct 
sich dennoch durch Vergleich der gemessenen mittleren Massen mit 
abgeschatzten oder aufgrund von bekannten Sequenzen berechneten 
Werten bestimmen. Die (M + H) + -Signale nicht abgetrennter Primer wiirden 
in den Spektren an den mit den Pfeilen gekennzeichneten Positionen 
registriert werden. 


Figur 2 

Figur 2a 

Figur 2b 
Figur 2c 
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Beispiele 

Beispiel 1 dsDNA-lsolierung und Aufreinigung aus PCR (Polymeraseket- 
tenreaktion) 

Magnetische Partikel, deren Oberflache hydrophobe und hydrophile Gruppen 
aufweist, werden zunachst dreimal mit 150/vl EDTA-Losung {0,5 mol/i, pH 
8) durch magnetische Separation der Partikel und Verwerfen des Uberstan- 
des gewaschen. Nach dem letzten Waschen werden die Partikel in EDTA- 
Losung aufgenommen und vermischt. Die Massenkonzentration betragt 20 
mg/ml. 

Die zu untersuchenden Proben werden in einer Mikrotiterplatte (z.B. 96 well) 
vorgelegt. Zu 40 fj\ Probevolumen werden 40 fj\ Bindungspuffer {2,5 mol/l 
NaCI, 20% (Gew./Gew.) PEG6000) und 10 jj\ der Partikelsuspension 
zugegeben, vermischt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. 

Die Mikrotiterplatte mit den Proben wird anschlieBend fur 2 min in eine 
Magnethalterung gestellt, der Uberstand verworfen und die Partikel zweimal 
mit 1 50 fj\ Waschpuffer {40% Ethanol) gewaschen und anschlie&end an 
Luft 2 bis 5 min getrocknet. 

Schliefclich wird die Mikrotiterplatte aus dem Magnethalter entnommen und 
die Partikel in 20 ml Elutionspuffer (1 mmol/l Tris-HCL) resuspendiert und 
5 min inkubiert. Die Mikrotiterplatte wird dann wiederum in die Magnethalte- 
rung gestellt und das Eluat nach 2 min abgenommen. 

Die im Eluat enthaltene DNA konnte ohne weitere Aufreinigung fur 
Konzentrationsbestimmungen, zu DNA-Sequenzierung usw. verwendet 
werden. 
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Beispiel 2 dsDNA-lsoiierung und Aufreinigung aus Zellkultur 

Zellen aus einer Ubernachtkultur warden pelletiert und der Uberstand 
verworfen. Das Zellpellet wurde in 40 jj\ Resuspendierungspuffer (50 mmol/I 
Tris-HCI, pH 8, 10 mmoi/l EDTA, 100/vg/ml RNAse A) aufgenommen und 
vermischt. Dann wurden 40 //I Lysepuffer (200 mmoi/l NAOH, 1 % 
(Gew./Gew.) SDS) zugegeben und vermischt. Nach Zugabe von 40 /yi 
Neutralisierungspuffer (3 mol/l KOAc, pH 5,5) und Vermischen wurde 15 
min bei 13.000 U/min zentrifugiert. 

Der Uberstand wurde in eine frische Mikrotiterplattetransferiert. Erfindungs- 
gemafce magnetische Partikel wurden dreimal mit 1 50/yI EDTA-Losung (0,5 
mol/l pH 8) durch magnetische Separation der Partikel und Verwerfen des 
Oberstandes gewaschen. Nach dem letzten Waschen wurden die Partikel in 
EDTA-Losung aufgenommen und vermischt. Die Massekonzentration betrug 
20 mg/ml. 

Zu 120 fj\ Probevolumen wurden 1 20 jj\ Bindungspuffer (2,5 mol/l NaCI, 
20% (Gew./Gew.) PEG 6000) und 1 Q fj\ der Partikelsuspension zugegeben. 
Nach Mischen des Ansatzes wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Mikrotiterplatte mit den Proben wurde anschlieSend fur 10 min in eine 
Magnethalterung gestellt, der Uberstand verworfen und die Partikel zweimal 
mit 120 jjI Waschpuffer (70% Ethanol, 10 mmol/I Tris-HCI, pH 8, 1 mmol/I 
EDTA) gewaschen und anschlie&end an der Luft 5 min getrocknet. 

Die Mikrotiterplatte wurde dann aus dem Magnethalter genommen und die 
Partikel in 50 jj\ Elutionspuffer (1 mmol/I Tris-HCL, pH 8) resuspendiert, 5 
min inkubiert und die Platte dann wieder in den Magnethalter gestellt und 
das Eluat nach 2 min abgenommen. 
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Die im Eiuat enthaltene DNA konnte ohne weitere Aufreinigung fur 
Konzentrationsbestimmungen, DNA-Sequenzierung usw. verwendet werden. 

Beispiel 3 Ausbeutevergleich 

Figur 1 zeigt das Agarosegel von aufgereinigten 1 00 bp PCR-Produkten. Die 
Aufreinigung wurdezum einen gemaGder Erfindung und zum anderen unter 
Verwendung von COOH-beschichteten Partikeln (vgl. US-Patent 5,705,628) 
durchgefuhrt. Den PCR-Produkten wurden vor der Aufreinigung 100 pmol 
einer 32 Nukleotide groBen ssDNA zugegeben. Wie man aus der Abbildung 
des Agarose-Gels sehen kann, wurde die gewunschte Nukleinsaure in 
gereinigter Form erhalten und unerwunschte Substanzen inklusive der 32 
Nukleotide ssDNA abgetrennt. Weiterhin ist die Ausbeute beim erfindungs- 
gema&en Verfahren deutlich hoher als den COOH-beschichteten Partikeln. 

Beispiel 4 Aufreinigungsprotokolle 

Zur Aufreinigung von Doppelstrang DNA (vgl. Figur 2a und 2b) wurden 
PCR-Reaktionen jeweils in 40 //I Reaktionsvolumina in 96iger Titerplatten 
durchgefuhrt. Magnetische Partikel wurden vor Gebrauch magnetisch 
separiert, wobei uberstehende Losung abpipetiert und die Partikel in einem 
Aliquot des Bindungspuffers resuspendiert wurden. Nach AbschluG der Am- 
plifikationsreaktion wurden zu jedem Reaktionsgefaft 5 //I der Suspension 
der magnetischen Partikel zugegeben, gefolgt von 50 //I Bindungspuffer und 
zwar fur die PCR-Produkte mit 47/48 bp (vgl. Figur 2a): 1,5 M 
NH 4 CI/40 mM MgCI 2 in 40 % (Gew./Gew.) PEG 6000/60% (Gew./Gew.) 
H 2 0 und fur das PCR Produkt mit 80 bp: 2,5 M NH4CI in 30 % (Gew./- 
Gew.) PEG 6000/70% (Gew./Gew.) H 2 0. 

Die resultierende Suspension wurde gut durchmischt und 1 0 min stehenge- 
lassen. Danach Wurden die Partikel magnetisch separiert, der Uberstand 
abpipetiert und durch 105 fj\ 65 % (vol/vol) Ethanol/35 % (vol/vol) H 2 0 
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(Waschlosung 1) ersetzt. Durch Umsetzen der GefaBe vyurden die magneti- 
schen Partikel zweimal durch die Waschlosung bewegt. AnschlieGend wurde 
der Uberstand nacheinander durch 1 1 5, 1 25 und 1 35 p\ 1 ,5 M Ammonium- 
acetat in 30 % (vol/vol) H 2 0, 70 % (vol/vol) Ethanol ersetzt, wobei die 
Partikel jeweils funfmal durch die neue Waschlosung 2 bewegt wurden. Die 
Uberstande wurden jeweils verworfen. Schliefclich wurden die Partikel 
zweimal mit 145 fj\ 80 % (vol/vol) Ethanol/20 % (vol/vol) H 2 0 (Waschlo- 
sung 3) gewaschen, wobei die Partikel jeweils zweimal durch die Losung 
bewegt wurden. Nach Abpipettieren des letzten Uberstandes wurden die 
Partikel zum Abdampfen des verbliebenen Ethanols 10 min an Luft stehen 
gelassen. Anschliefcend wurden die Partikel in 5 y\ 1 mM Tris-HCI, pH 7,5 
(Elutionslosung) resuspendiert. Nach 1 0 min wurden die Partikel magnetisch 
abgetrennt und 0,5 /yl des Oberstandes auf einen frischgereinigten MALDI- 
Probentrager uberfuhrt und dort mit 0,5 p\ Matrixlosung (200 mM 3- 
Hydroxypicolinsaure in 30 % (vol/vol) Acetonitril/70 % H 2 0 (vol/vol)) 
vermischt. Nach Abdampfen des Losungsmittels wurde die Probe in einen 
Bruker Reflex II MALDI-Flugzeitmassenspektrometer analysiert. 

Zur Auf reinigung der Einzelstrang-DNA (vgl. Figur 2c) wurden 1 0 pmol eines 
24 Nukleotide langen Oligodeoxyribonukleotids in 40 jj\ PCR-Reaktions- 
losung vorgelegt und hierzu 5 ij\ der Suspension der magnetischen Partikel 
(in Bindepuffer) gegeben, gefolgt von 50 p\ Bindepuffer (1,5 M 
NH 4 CI/40 mM MgCI 2 in 35 % (Gew./Gew.) PEG 6000/30 % (vol/vol) 
Ethanol. Die Waschprozedur unterschied sich von der obigen darin, daB die 
erste Waschung ausgelassen wurde und die Waschlosung 2 durch 100 mM 
Ammoniumacetatin 30% (vol/vol) H 2 O/70% (vol/vol) Ethanol ersetzt wurde. 
Die Elution und anschliefcende Analyse des aufgereinigten Produkts wurden 
wie oben beschrieben durchgefuhrt. 
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Patentanspriiche 

1 Verfahren zum Anbinden von Nukleinsauren an eine Festphase, 

5 dadurch gekennzeichnet, 

dafc eine Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Festphase, die 
hydrophobe und hydrophile Gruppen auf der Oberflache aufweist, in 
Gegenwart eines Salzes und Polyethylenglykols in Kontakt gebracht 
wird, wobei die Nukleinsauren reversibel und sequenzunspezifisch an 

10 die Oberflache gebunden werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da& besagte Oberflache Alkyl- oder Arylgruppen als hydrophobe 
15 Gruppen aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Alkylgruppen ausgewahlt werden aus C 8 -Alkyl, C 18 -Alkyl und 
20 Mischungen davon. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die Oberflache Hydroxylgruppen als hydrophile Gruppen 
25 aufweist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet,- 

dalS es sich bei der Festphase um Festpartikel handelt. 


30 


6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 
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daft die Festphase magnetisch ist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft es sich bei dem Salz um ein Alkali-, Erdalkali- oder/und Ammoni- 
umhalogenid handelt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft ein Polyethylenglykol mit einer mittleren Molmasse von 1 000 bis 
20000 g/mol zugegeben wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft das Salz in einer finalen Konzentration von 5 mmoi/l bis 4 mol/l 
verwendet wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft Polyethylenglykol in einer finalen Konzentration von 5 Gew.% bis 
40 Gew.-% verwendet wird. 

1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft es sich bei der Nukleinsaure um DNA handelt. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft es sich bei der Nukleinsaure um Ampliftkationsprodukte handelt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dafc selektiv Einzelstrang- oder Doppelstrang-Nukleinsauren gebunden 
werden. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Nukleinsaure in einem Bereich von => 5 Nukieotide bis < 
1000 Nukieotide selektiv hinsichtlich der Grofce gebunden wird. 

15. Verfahren zur Isolierung oder/und Aufreinigung von Nukleinsauren 
umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure enthaltenden Losung, 

(b) Inkontaktbringen der Nukleinsaure enthaltenden Losung mit 
einer Festphase, die hydrophobe und hydrophile Gruppen auf 
der Oberflache aufweist, in Gegenwart eines Salzes und Poly- 
ethylenglykol, wobei die Nukleinsaure reversibel und sequenz- 
unspezifisch an die Oberflache gebunden wird, 

(c) Abtrennen der Festphase von der Losung und 

(d) gegebenenfalls Ablosen der Nukleinsaure von der Festphase. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Festphase magnetisch ist und das Abtrennen der Festphase 
von der Losung durch magnetische Mittel erfolgt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die in Schritt (c) abgetrennte Festphase mit einer Pufferlosung 
gewaschen wird, welche an die Festphase gebundene Verunreinigun- 
gen, nicht aber an die Festphase gebundene Nukleinsauren lost. 


18. 


Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet. 
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date das Ablosen der Nukleinsaure in Schritt (d) mittels einer 
Elutionslosung durchgefuhrt wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

date von der Festphase abgeloste Nukleinsaure und die Festphase mit 
magnetischen Mitteln getrennt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die gewonnene Nukleinsaure einer massenspektrometrischen 
Analyse unterzogen wird. 

21 . Verfahren zur Bestimmung der Nukleotidsequenz einer Nukleinsaure 
umfassend die Schritte: 

(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Festphase gemaS dem 
Verfahren nach Anspruch 1 und 

(b) Sequenzieren der Nukleinsaure nach bekannten Verfahren. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, weiterhin umfassend den Schritt 

(c) Aufreinigung der Sequenzierungsprodukte. 

23. Verfahren zur Synthetisierung von Nukleinsauren umfassend die 
Schritte 

(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Festphase gemafc dem 
Verfahren nach Anspruch 1 und 

(b) Verlangern der Nukleinsaure urn mindestens ein Nukleotid nach 
bekannten Verfahren. 

24. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, 
dadurch gek nnzeichnet. 
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daft man eine Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Festphase, 
die hydrophobe und hydrophile Gruppen auf der Oberf lache aufweist, 
in Gegenwart eines Salzes und Polyethylenglykols in Kontrakt bringt, 
wobei die Nukleinsauren reversibel und sequenzunspezifisch an die 
Oberflache gebunden werden, anschlielSend diese Festphase mit der 
Probe in Kontakt bringt und den Analyten uber die Bindung an die 
gebundenen Nukleinsauren nachweist. 

25. Reagenzienkit zur Durchfiihrung eines Verfahrens gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 24 umfassend: 

(a) einen Bindepuffer, der ein Salz und ein Polyethylenglykol 
enthalt und 

(b) eine Festphase, die hydrophobe und hydrophile Gruppen auf 
der Oberflache aufweist. 

26. Reagenzienkit nach Anspruch 25, 
weiterhin umfassend, 

(c) einen Elutionspuffer, mit dem an diese Oberflache gebundene 
Nukleinsaure abgeiost werden konnen, 

(d) einen Waschpuffer, mit dem an die Festphase gebundene 
Verunreinigungen abgetrennt werden konnen. 

27. Verfahren zum Anbinden von Nukleinsauren an eine Festphase, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man eine Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Festphase, 
welche eine hydrophile wasserhaltige Polymermatrix umfafct, in 
Gegenwart eines wasserentziehenden Reagenz in Kontakt bringt, 
wobei die Nukleinsauren reversibel und sequenzunspezifisch an die 
Festphase gebunden werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daft die Polymermatrix ein hydrophiles wasserlosliches Polymer 
enthalt. 

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Polymermatrix ein hydrophiles organisches Polymer enthalt. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die hydrophile Polymermatrix ein Polysaccharid umfafct. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc es sich urn ein Polysaccharid mit endstandigen Hydroxylgruppen 
handelt. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB es sich bei dem Polysaccharid um Dextran handelt. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das wasserentziehende Reagenz ausgewahlt wird aus der Gruppe 
bestehend aus Salzen und Polyethylenglykol oder Gemischen davon. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& als wasserentziehendes Reagenz ein chaotroper Salzpuffer 
zugegeben wird. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daft die hydrophile wasserhaltige Polymermatrix ein Hullpolymer um 
einen magnetischen Kern bildet. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft es sich bei dem magnetischen Kern um Magnetit handelt. 

37. Verfahren zur Isolierung oder/und Aufreinigung von Nukleinsauren, 
umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure enthaltenden Losung, 

(b) Inkontaktbringen der Nukleinsaure enthaltenden Losung mit 
einer Festphase, welche eine hydrophile wasserhaltige 
Polymermatrix umfaSt, in Gegenwart eines wasserentziehen- 
den Reagenz, wobei die Nukleinsaure reversibel und sequenz- 
unspezifisch an die Festphase gebunden wird, 

(c) Abtrennen der Festphase von der Losung und 

(d) gegebenenfalls Ablosen der Nukleinsaure von der Festphase. 

38. Verfahren nach Anspruch 37, weiterhin umfassend eines oder 
mehrere Merkmale der Anspruche 16 bis 20. 

39. Verfahren zur Bestimmung der Nukleotidsequenz einer Nukleinsaure, 
umfassend die Schritte: 

(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Festphase gemaB dem 
Verfahren nach Anspruch 27 und 

(b) Sequenzieren der Nukleinsaure nach bekannten Verfahren. 

40. Verfahren nach Anspruch 39, weiterhin umfassend den Schritt: 

(c) Aufreinigen der Sequenzierungsprodukte. 

41. Verfahren zur Synthetisierung von Nukleinsauren, umfassend die 
Schritte: 
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(a) Anbinden einer Nukleinsaure an eine Festphase gemafc dem 
Verfahren nach Anspruch 27 und 

(b) Verlangern der Nukleinsaure um mindestens ein Nukleotid nach 
bekannten Verfahren. 


42. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man eine Nukleinsauren enthaltende Losung mit einer Festphase, 
welche eine hydrophile wasserhaltige Polymermatrix umfa&t, in 
Gegenwart eines wasserentziehenden Reagenz in Kontakt bringt, 
wobei die Nukleinsauren reversibei und sequenzunspezifisch an die 
Festphase gebunden werden, anschlieBend die Festphase mit der 
Probe in Kontakt bringt und den Analyten uber die Bindung an die 
gebundenen Nukleinsauren nachweist. 

43. Reagenzienkit zur Durchfuhrung eines Verfahrens gemafi einem der 
Anspruche 27 bis 42, umfassend: 

(a) einen Bindepuffer, der ein wasserentziehendes Reagenz enthalt 
und 

(b) eine Festphase, welche eine hydrophile wasserhaltige Polymer- 
matrix umfaSt. 


44. Reagenzienkit nach Anspruch 43, weiterhin umfassend: 

(c) einen Elutionspuffer, mit dem an die Oberflache gebundene 
Nukleinsauren abgelost werden konnen, und 

(d) einen Waschpuffer, mit dem an die Festphase gebundene 
Verunreinigungen abgetrennt werden konnen. 


